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研究成果の要旨 

ゲノム中に存在する G-rich な反復配列が形成する DNA の 4 重鎖構造が、大腸菌内でも複製阻害を起

こすことを 2-D ゲル電気泳動法により確認した。sacB assay による複製阻害の定量的評価では、

d(CAGGG)反復配列を挿入したプラスミドは反復配列を含まないものに比較してより強い複製阻害を

受け、プラスミドの欠落頻度が 2〜4倍に上昇した。ゲノム安定化に複製機構が重要な働きをしてい

ることが分かった。細胞周期の G1 期チェックポイントに重要な役割を果たす p27 蛋白質は、増幅し

た中心体数を持つ細胞の M 期進入を抑え、染色体の安定性維持に寄与していることが示唆された。

高発がん性遺伝病として知られるナイミーヘン症候群の細胞では、紫外線や DNA 鎖架橋剤による複

製ストレス発生時に原因遺伝子産物 NBS1 の細胞内動態及び修復活性に異常があることが分かった。

修復関連遺伝子の機能的多型と発がん性との関連では、50 遺伝子において 30 個の SNPs を同定し、

このうち扁平上皮がん患者に多くみられた損傷乗越え型 REV1L 遺伝子の SNP は酵素活性を約 2 倍高

めることがわかった。DNA 複製異常と染色体不安定化との関係では、酵母を用いた解析からも、核小

体に存在する rDNA アレーが高密度に複製開始領域と複製終結点を含んでいることや、DNA 損傷チェ

ックポイント制御が複製阻害による DNA 傷害を監視する場所としては最適であることが分かった。
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研究報告 

 

１ 研究目的 

 本研究は、染色体の安定性維持機構のための分子機構

の包括的解明を目指し、その破綻とがん化との関連を明

らかにすることを目的とした。染色体の安定性維持には、

DNA 複製の制御機構、組み換え修復機構、細胞分裂の際 
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の種々のチェックポイント機構が複雑に絡んでいる。特 

に、DNA 損傷のチェックポイント機構による染色体安定

化機構の解明は、内在性及び外的環境要因による DNA 損

傷がもたらす複製フォークの進行阻害による染色体不安

定化と、そのがん化における意義を解明する上で極めて
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重要である。最終的には、染色体不安定化に関わる分子

種の構造および機能異常を高感度に検出するための診断

法を開発し、がんの早期診断或いは予防への応用やがん

の薬物治療における新たな分子標的としての可能性につ

いても追究していきたい。 

 

２ 研究成果 

(1) d(CAGGG)反復配列を有するプラスミドの大腸菌内複

製阻害による複製中間体の 2-D 電気泳動法による解析 

 d(CAGGG)配列の8回或いは12回繰り返しを挿入したプ

ラスミドを大腸菌内で複製増幅させて得られた DNA 試料

を 2-D 電気泳動法で解析すると、コントロールプラスミ

ド（pUC19）の場合には認められない一つの特異的なスポ

ットが観察された。スポットの強さ(量)は、反復配列を

leading 鎖上に導入した場合と lagging 鎖上に導入した

場合とで有意な差は認めなかった。スポットは 2-D 電気

泳動法で Y-arc と呼ばれる曲線上に一致して認められた

ことから、複製フォークが鋳型 DNA のある特定の部位で

停止しているが示唆された。サイズ標準として用いた 1 

kb ladder DNA の移動度からの外挿により、複製フォー

クの停止位置が反復配列の挿入部位に一致することを確

認した。2-D 電気泳動法による複製阻害の程度を定量的

に評価することは困難であった。 

(2) Mini-F を用いた sacB assay 法による、d(CAGGG)反

復配列を有するプラスミド DNA の大腸菌内での複製阻害

の定量的評価 

 Mini-Fプラスミドは大腸菌内でのコピー数が厳密に１

コピーに制御されたプラスミドである。Mini-Fプラスミ

ドにsacB遺伝子を組み込み、sucrose培地上でsacB assay

によるpositive selection を行った。この方法でsacB

遺伝子を有するプラスミドが脱落した大腸菌の割合

（loss ratio）を算出することより、プラスミドの複製

阻害の程度を定量的に評価できると考えた。コントロー

ルプラスミド (pFS, pFS8c, pFS12c) の loss ratioは 

0.25 - 0.27 %とほぼ一定していた。sacB遺伝子における

突然変異頻度 (MF) は 0.4 - 0.5 x 10-5 前後であったこ

とから、loss ratioにおけるMFの寄与は無視できる程度

のものであった。d(CAGGG) 反復配列をlagging鎖に挿入

したプラスミドの野生株大腸菌における loss ratioは、

d(CAGGG) の8回及び 12回繰り返しのいずれの場合にも、

対照として用いたpFSプラスミドの約 1.4 倍に上昇した。

一方、反復配列をleading鎖に挿入したプラスミドの場合

には、8回及び 12回繰り返しでそれぞれ 1.6 倍、6.2 倍

と反復回数による顕著な上昇が認められた。 

(3) DNA修復酵素recA及びrecQの変異体におけるmini-F 

plasmid の loss ratio への影響 

 recA 変異株と recQ 変異株を用いて、d(CAGGG)反復配

列を有するmini-Fプラスミドのloss ratioを検討した。

d(CAGGG)反復配列が lagging 鎖に挿入された場合には、

recA 変異株及び recQ 変異株ともに対照プラスミドに比

較して有意な上昇が認められ、それぞれ 2.2 倍（recA

変異株）, 2.8 倍（recA）、2.3 倍（recQ）, 2.7 倍（recQ）

と野生株での loss ratio に比較して 2〜3倍程度の高値

を示した。一方、leading 鎖に挿入された場合には、recQ

変異株において 8回繰り返しで2.7倍, 12回繰り返しで

4.3 倍と対照に比較して顕著に上昇することが分かった。

反復配列の鎖長による影響は、野生株との比較では

lagging 鎖の場合ほどに顕著でなかった。 

(4) MYC 過剰発現神経芽細胞腫での中心体数増幅におけ

る p27 の関与 

 MYCN を過剰発現する神経芽腫細胞において、p27 の発

現低下はγ線照射後に中心体数の増幅を起こす。この分

子機構を解明するために、MYCN の過剰発現がなく p53 も

野生型を示す神経芽腫細胞株 SHEP 細胞に MYCN ベクター

を導入発現させた細胞株（SHEP/MYCN）を作成した。

SHEP/MYCN 細胞（MYCN 細胞と略す）では空ベクターを導

入した MYCN/vector 細胞に比べて、10 Gy のγ線照射後

48時間後に中心体数の有意な増加が認められた。各種タ

ンパク質を調べたところ、細胞周期の G1チェックポイン

トを司っているタンパク質の一つでありサイクリン依存

キナーゼを抑制する p27 蛋白質が MYCN/vector 細胞では

増加が見られるのに反し、MYCN 細胞では増加しなかった。

p27 の減少が中心体数の増幅を導いていることを確認す

るために、MYCN/SHEP 細胞に p27 の発現ベクターを導入

したところ、中心体数の異常を示す細胞が 39.9％から

8.5％に減少した。サイクリンとの結合不能な p27 変異体

の導入では 26.7％と高値を示したままであった。 

(5) p27 欠損繊維芽細胞における中心体増幅 

 マウス胎仔繊維芽細胞（MEF）では、p27 の欠失により

DNA損傷後に中心体数の増幅を起こす。上記で得られた結

果を検証するために、p27 -/- MEFで調べたところ、期待

通りγ線照射後 48 時間で 68.5％の細胞に中心体数の増

幅が認められた。また、p27 +/- MEFにおいても 68.5％の

細胞に中心体数の増幅が見られた。ヒト正常繊維芽細胞

でもp27 の発現低下はγ線照射後に中心体数の増幅を起

こすことが分かった。中心体数の増幅を示す細胞では 4N

や 8Nより多くのDNA含量を持つ細胞は有意に増加してい

なかったことから、中心体数の増幅は中心小体の分裂や

細胞質分裂の阻害によるものでもなく、DNA合成とは同調
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せずに中心体の複製が増加したものと考えられた。 

(6) p27 発現低下による多極分裂の誘発 

 中心体数の増幅は染色体の不均等な分裂を引き起こす

「多極紡錘体」をしばしば誘発する。細胞分裂をヒスト

ン H3のリン酸化で測定したところ、正常ヒト繊維芽細胞

NB1RBG の細胞分裂は 4.0％からγ線照射により 0.1％に

まで低下したが、p27 の siRNA を作用させた NB1RBG 細胞

では 4.2%から 3.6％と細胞分裂の有意な低下が認められ

ず、p27 が DNA 損傷後の細胞分裂への進入を調節してい

る可能性が示された。p27 の siRNA 処理した細胞では、

中心体数増幅を伴った多極分裂細胞が多く認められ

（1.9％から 89.1％）、微小核の増加も見られた（0.4％

から 22.1％）。これらの結果から、p27 が増幅した中心体

数を持つ細胞の M期進入を阻害し、染色体の不安定化を

抑制する重要な役割をしていることが示唆された。 

(7) がん抑制遺伝子 WARTS(WTS)結合分子の同定 

 WTS の C末端 20アミノ酸を bait とした酵母 2ハイブ

リッドアッセイにより、PDZ ドメインを含む Omi/HtrA2

セリンプロテアーゼ（以下 Omi とする）を同定した。WTS 

及び Omi の全長及び各種部位欠失リコンビナント蛋白を

作成し in vitro 結合実験を行った結果、WTS は Omi PDZ

ドメインと結合すること、WTS の C末 3アミノ酸が必須

であることを明らかにした。 

(8) Omi による WTS 切断と細胞周期制御 

 Omi はプロテアーゼ活性を介して細胞死を誘導する。

一方、Omi 遺伝子の一塩基変異を有する神経変性疾患の

モデルマウス mnd2（motor neuron degeneration 2）か

ら得られる胎性線維芽細胞は、種々の細胞死刺激に対し

て感受性が亢進した。この矛盾する結果は、Omi が細胞

死以外の生理機能を持つことを示すものと思われる。実

際、WTS/Omi-発現抑制細胞では BrdU 取り込みの亢進が確

認され、WTS と Omi が S 期への進行を負に制御している

ことが示された。WTS を過剰発現させた細胞では G1期の

増加/S 期の減少が認められ、Omi による WTS の切断は

G1/S 期制御に役割を果たしている可能性が示唆された。 

(9) 二重鎖切断修復酵素 NBS1 によるゲノム安定化機構 

 NBS1 は紫外線や放射線等によるDNA損傷部位にリクル

ートされNBS1 フォーカスを形成する。H2AX+/-細胞ではγ

線照射、紫外線照射のいずれでもNBS1 フォーカスが形成

された。一方、H2AX-/-細胞ではγ線照射でNBS1 フォーカ

スが見られなかったのに対し、紫外線照射ではH2AX+/-細

胞と同様にフォーカス形成が観察された。NBS1 フォーカ

ス形成機構は細胞周期によって異なる事が予想された

ために、細胞をBrdUで二重染色して実験を行ったところ、

H2AX+/-細胞ではBrdU陰性および陽性のいずれの細胞で

もNBS1 フォーカスを認めたのに対して、H2AX-/-細胞では

BrdU陽性の場合にのみNBS1 フォーカスが見られた。S期

に紫外線照射された細胞では、γ線照射と異なりH2AX非

依存的にNBS１フォーカスが形成されることが判明した。

さらに、NBS1 のＮ末側欠損クローン及びC末側欠損クロ

ーンを用いて紫外線照射によるNBS1 フォーカス形成を

比較したところ、γ線 10 Gy照射ではC末側のMre11 結合

ドメイン欠失によりフォーカスが形成されたのに対し

て、Ｎ末側のFHA/BRCTドメイン欠失細胞ではフォーカス

が形成されないことが確認された。一方、紫外線照射で

は、Mre11 結合ドメイン欠失細胞とFHA/BRCTドメイン欠

失細胞のいずれでもNBS1 フォーカスの形成が確認され

た。RNAiによるH2AXノックダウン後の解析では、

FHA/BRCTドメイン欠失細胞ではH2AXノックダウン後に

もNBS1 フォーカスが形成されたのに対して、Mre11 結合

ドメイン欠失細胞ではフォーカスが形成されなかった。

これらの結果から、γ線によるNBS1 フォーカス形成と紫

外線によるフォーカス形成ではその機構が異なること、

Ｓ期で起こるH2AX非依存的なNBS1フォーカスはMRE11を

介して形成される事が明らかになった。 

(10) 細胞内の DNA 鎖架橋の除去に係わる損傷修復系 

 未修復の DNA 鎖架橋はわずかでも細胞内に残留すると

複製阻害を起こす致命的損傷につながることが知られて

いる。新規の細胞内 DNA 鎖架橋を検出するアッセイ系を

用いて、DNA 鎖架橋剤に高感受性を示す遺伝病細胞やノ

ックアウト細胞を用いて DNA 鎖架橋の除去能を測定した。

色素性乾皮症 F 群細胞、ファンコニー貧血細胞、TLS 欠

損細胞は DNA 鎖架橋の除去能に異常があるが、家族性乳

癌の遺伝子 BRCA1/2 ならびに XRCC2 細胞では DNA 鎖架橋

が正常に細胞内から除去されることが示された。BRCA1/2

ならびに XRCC2 は相同組換えの異常が知られていること

から、DNA 鎖架橋の修復には DNA 鎖架橋除去と相同組換

えの二段階が必要であり、両機構は明確に区別されて修

復が進行する事が示された。 

(11) 発がんに関わる DNA 修復遺伝子の網羅的 SNPs 解析 

 健常者約20人およびがん患者さん約100人から提供さ

れた末梢血からゲノム DNA を精製した。この DNA を用い

て、約 200 個（昨年度の 150 個に加えて 50個増やした）

の遺伝子の DNA 修復系遺伝子の全てのエクソン領域とイ

ントロン-エクソン境界領域の塩基配列の解読を試みた

結果、一塩基の変異を伴った多型（一塩基多型：SNP）を

多数検出した。この中にはアミノ酸に変化を与える SNPs

が約 1,000 個存在した。これらの中から 80箇所を選び出
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し、肺がん患者数 1,000 名を用いた相関解析を行ったと

ころ、肺がんの中で約 200 名を占める扁平上皮がん患者

の易罹患性と相関する可能性のある SNPs として、 TP53, 

REV1L, LIG4 の SNPs を同定することができた。REV1L の

相関解析では、F257S 多型において、F/F 或いは F/S 型に

比較して S/S 型では肺の扁平上皮肺がんにおけるオッズ

比が 1.70 (P<0.03)と有意に高かった。膵がんサンプル

でも同様に相関解析を行った結果、REV1L の異なる SNP

が膵がん患者の易罹患性と相関することがわかった。 

(12) 肺扁平上皮がんで見出された REV1L 遺伝子の SNP

による活性変化の検証 

 REV1L遺伝子は出芽酵母のREV1遺伝子のヒトホモログ

であり、乗越え修復に関与することが示唆されている。

REV1 遺伝子の欠損した出芽酵母は紫外線感受性となる

ことから、REV1 が紫外線によって生じるチミンダイマー

の乗越え修復に関与していることが予想されていた。そ

こで、REV1L 遺伝子に見出された SNP によるアミノ酸変

異をもたらす蛋白質の活性を試験内反応で比較検討を試

みた。昆虫細胞を用いて野生型と SNP 型の REV1L 蛋白質

を大量発現させ、組換え体 REV1L 蛋白質を精製した。こ

の際、REV1L遺伝子に二つの異なったFLAGタグおよびHIS

タグを導入することで蛋白質の精製純度を飛躍的に向上

することができた。精製して得られた蛋白質を用いて活

性を比較した結果、肺扁平上皮がんに偏りの見られた

SNP 型の REV1L 蛋白質は野生型に比べ、約 2 倍の活性を

持つことがわかった。REV1 遺伝子はチミンダイマー含め

多くの障害に対してシトシン(C)を相補鎖に導入して

DNA 合成を助ける働きがあることから、REV1L 活性が 2

倍に上昇する多型（S/S 型）では損傷部位の複製の際に

間違ったコピー鎖を合成する可能性が高く、その結果 

突然変異率を上昇させることにより高発がん性を賦与す

ることが考えられる。 

(13) 複製開始制御異常のセンサーとしてのrDNAの役割 

 orc2-1 温度感受性変異株を用いて、許容温度下で増殖

している場合に DNA 複製がそれぞれの染色体でどの程度

完了しているかを詳細に検討した。orc2-1 変異株では、

12番染色体の 35 % 以上が複製途中であることが判明し

た。対照の 2 番染色体は 30 ％が複製途中であり、細胞

周期のＳ期の細胞の割合と一致した。一方野生株では 12

番染色体が 46％、２番染色体は 30％が複製途中であった。

このことから、rDNA アレーが存在する 12 番染色体に特

異的に複製開始制御の異常が複製完了の遅延を引き起こ

すことが明らかになった。この 12番染色体に特異的な複

製完了の遅延は、rDNA のコピー数を減少させることによ

り顕著に抑制されることが観察された。rDNA アレーは複

製開始制御異常の影響を敏感に受け、なおかつその影響

は細胞周期で長時間持続することが示された。 

 

３ 倫理面への配慮 

 本研究で行う動物実験については、各研究機関および

大学において定められた「動物実験に関する指針」を遵

守し、実験に用いる動物も統計学的検定に必要最小限の

個体数を用いた。動物遺伝子からヒトの原因遺伝子に到

達した場合や、ヒト腫瘍サンプルを用いる解析の実施に

当たっては、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理

指針」を遵守し、指針適用範囲内に該当する研究計画に

ついては、各機関の遺伝子解析研究倫理審査委員会にお

いて研究計画に対する審査を受け、承認を得た上で実施

した。 
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